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La presente invention se situe dans le domaine des adhesifs 
biologiques, biodegradables et non toxiques destines a un usage 
chirurgical et/ou therapeutique. 

D'une maniere plus precise, la presente invention est relative a un 
precede pour obtenir une mousse adhesive fluide biocompatible, 
biorooorbabio ot non' toxiquo a ucago chirurgical e t/ou th6rapoutiquo, 
pouvant renfermer en outre des substances bioactives liberables en un 
site determine. 

Elle concerne aussi un kit pour la mise en ceuvre d*un tel precede. 

Elle concerne encore I' utilisation de la mousse adhesive preparee 
par le precede et au moyen du kit selon I' invention, en chirurgie ou a des 
fins therapeutiques, notamment pour la protection de plaies et la liaison de 
tissus biologiques entre eux ou a un biomateriau implante. 

La preparation d'eponges de fibrine ou de collagene ou de leurs 
melanges a partir de solutions ou de mousses est deja connue. Ces 
produits sont utilises pour leurs proprietes hemostatiques mais ont des 
applications limitees et n'ont pas de pouvoir adhesif en I'absence de sang. 
Voir, par exemple : IMMUNO BAXTER WO 99/15209. 

La preparation de colles biologiques biocompatibles et 
biodegradables a partir de proteines telles que le collagene, la gelatine, 
I'albumine, le fibrinogene a ete decrite dans differents brevets parmi 
lesquels on peut citer, par exemple : 

- FUSION (PCT/WO 9729715) 

- IMEDEX (FR 2 715 309, FR 2 754 267, FR 2 754 268) 

- MATRIX PHARMACEUTICAL (US 5290552) 

- BAXTER (PCT/WO 9802098). 

Generalement elle repose sur des systemes comportant deux 
ooringuoo dont chacuno cont i ont roopoct i vomont ta- protoino dostin6 e a 
etre polymerisee/reticulee, solubilisee en milieu aqueux et un agent de 
polymerisation/reticulation egalement solubilise en milieu aqueux. Ces 
systemes sont equipes de moyens de connexion pour obtenir un melange 



homogene liquide qui est ensuite applique sur les tissus, les plaies 
chirurgicales ou cutanees. 

Un probleme majeur rencontre pour fabriquer ces produits liquides 
injectables est la difficulte de preparation de ces seringues dans des 
conditions de sterilite absolue. En effet, ces produits aqueux ne peuvent 
etre bfeiilfetSb, un mi He piepmion,~p~ai lea precedes classiques et 
fiables tels que la chaleur seche, la chaleur humide, ou I'irradiation par 
rayonnement gamma ou beta (faisceau d'electrons acceleres), qui 
denaturent les composants biologiques utilises. 

On est ainsi appele a realiser des etapes de filtration, de 
lyophilisation et de repartition qui doivent etre effectuees dans des 
enceintes protegees et coQteuses, necessitant beaucoup de preparatifs et 
une main d'ceuvre nombreuse et tres qualifiee. 

Les procedures de validation aupres des autorites de contr6le de 
ces etapes critiques sont egalement tres compliquees. 

Les prix de revient de fabrication de ces produits etant tres eleves, 
cela freine leur developpement, en particulier aupres des services 
hospitaliers, soumis eux-memes a des contraintes budgetaires de plus en 
plus draconiennes. 

Un autre probleme important est la difficulte de stockage et de 
distribution de ces produits biologiques adhesifs, qui doivent §tre 
generalement conserves a +4°C sur de longues periodes, ce qui entrame 
des frais supplementaires chez le distributeur ou a I'hopital ou les 
capacites de stockage a basse temperature sont plus limitees qu'a 
temperature ambiante. 

Ces deux inconvenients majeurs g§nent le developpement 
commercial de ces produits qui, par ailleurs, ont un potentiel important 
yidie dux iiuiiiuieuse s feippHeatlOhti medicales decntes dans les — 
demandes de brevets pr6citees. 

L'objectif de la presente invention est done de trouver une solution 
pratique a ces methodes de preparation des colles biologiques, en 
particulier pour en diminuer le prix de revient industriel. 




3 



L'objectif de la presente invention est de fournir un procede de 
preparation d'une mousse adhesive fluide adaptee a un usage chirurgical 
et/ou therapeutique, qui permette de remedier aux inconvenients precites, 
en particulier qui soit simple et de cout reduit. 
5 Elle a aussi pour objectif un tel procede permettant de fournir les 

- " elements de preparation" d'une mousse adhesive fluide orfete a remploi. 
pouvant etre stockes dans des conditions simples, en particulier a 
temperature ambiante. 

Elle a encore pour objectif de fournir un tel proced6 permettant en 
10 outre une sterilisation simple et efficace du produit pret a I'emploi, 
satisfaisant la reglementation. 

U invention a aussi pour objectif de fournir un kit pour la mise en 
oeuvre du procede precite, permettant de preparer extemporanement, de 
fa?on simple rapide et peu couteuse, dans des conditions steriles, la 
15 mousse adhesive pr6citee. 

La pr6sente invention a ainsi pour objet un procede pour la 
preparation d'une mousse adhesive fluide biocompatible, bioresorbable et 
non toxique, a usage chirurgical et/ou therapeutique, notamment pour la 
liaison de tissus biologiques entre eux ou a un biomateriau implante ou 
20 pour la protection de plaies, caracteris£ en ce qu'il comprend le fait de 
melanger extemporanement, de maniere homogene, un gaz ou un 
melange de gaz biocompatibles et non toxiques avec un materiau de 
matrice adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique obtenu par 
melange d'un compose proteique potentiellement adhesif, sous forme 
25 pulverulente, deshydratee et sterilisee, avec une solution aqueuse sterile. 

Dans un mode de mise en oeuvre tres interessant de I' invention, le 
compose proteique peut etre polym6risable et/ou reticulable (on utilisera 
ci-apres Texpression « polymerisable/reticulable »). et T on prefere alors 
amener dans la matrice adhesive un agent de polymerisation/reticulation. 
30 Cet agent peut etre par exemple contenu dans la solution aqueuse. 

II peut, en variante, etre melange, sous forme solide et pulverulente, au 
compose proteique potentiellement adhesif sous forme pulverulente. 



II peut aussi, en variante, etre amene separement dans le melange. 
Dans un tel mode de realisation utilisant un compose proteique 
polymerisable/reticulable, on comprend que Ton peut obtenir, in situ, lors 
de I'application de la mousse adhesive ou apres son application, un 
5 durcissement de la mousse resultant de la polymerisation ou de la 

reticulation. -Le materiau de mousse polymerise/reticule peut, selon le 

choix des composants, rester adhesif ou meme perdre ses proprietes 
adhesives, par exemple lorsque Ton vise une application chirurgicale dans 
laquelle on souhaite une disparition rapide de I'adhesif proteique par 
10 dilution ou dispersion progressive. II est cependant essentiel, dans le 
cadre de I'invention, que la mousse se trouve, au moment de son 
application chirurgicale ou therapeutique, dans un etat dans lequel elle est 
adhesive. 

L'invention a aussi pour objet un kit pour la preparation d'une 
15 mousse adhesive fluide biocompatible, bioresorbable et non toxique, a 
usage chirurgical et/ou therapeutique, notamment pour la liaison de tissus 
biologiques entre eux ou a un biomateriau implante ou pour la protection 
de plaies. 

Les inventeurs ont mis en evidence, de maniere tout a fait 
20 surprenante, la possibility d'obtenir une mousse adhesive biocompatible, 

bioresorbable et non toxique, fluide et injectable, adaptee a un usage 

chirurgical et/ou therapeutique, a partir d'un compose proteique sous 

forme pulverulente, notamment lyophilise, ou seche par un solvant volatil. 
lis ont egalement montre que les composants, notamment le 
25 compose proteique, pour la formation de la mousse pouvaient etre 

sterilises par les methodes classiques et fiables, notamment par 

irradiations gamma ou b§ta. 
lis ont aussi mis en evidence que Ton pouvait eviter le stockage a 

basse temperature du kit pour la preparation de la mousse. 
30 En effet, les inventeurs ont teste la possibility d'obtenir une mousse 

adhesive a partir de collagene en poudre deshydratee et d'un agent de 



polymerisation/reticulation solubilise en milieu aqueux, chacun reparti 

dans une seringue. 

lis ont essaye de faire varier la temperature et le volume de la 
solution aqueuse, contenant ou pas I'agent de reticulation, pour tester la 
possibility d'obtenir rapidement et sans efforts un melange fluide 
homogene en introduisant le contenu de la seringue de solution aqueuse, 
dans la seringue de collagene en poudre et en effectuant plusieurs va-et- 
vient, pour essayer d'obtenir simplement un melange homogene. Ces 
essais ont ete negatifs quels que soient le volume de solution aqueuse et 
la temperature de 20 a 60°C. 

II se forme instantan6ment un bouchon de gros agregats proteiques 
rehydrates partiellement en surface, qui ne peuvent pas s'ecouler dans le 
canal de communication entre les deux seringues et qui empechent de 
realiser les va-et-vient necessaires a une bonne homogeneisation du 
produit. 

Ms ont ensuite verifie si les m§mes difficultes se produisaient avec 
la meme preparation de collagene en poudre seche, apres avoir ete 
soumise a une operation de sterilisation par rayonnement gamma 
(irradiation par le cobalt radioactif). 

Les caracteristiques physiques du collagene irradie en poudre 
seche sont differentes de celles du collagene non irradie, notamment du 
point de vue du profil electrophoretique en gel de polyacrylamide et des 
proprietes de solubilite. Le collagene initial en particulier est entierement 
soluble dans I'acide chlorhydrique HCI 0,01 N, alors que sa solubilite est 
diminuee apres irradiation a cause d'une reticulation partielle de certaines 

chaTnes proteiques. 

De maniere inattendue et totalement imprevisible, la poudre de 
collagene sterilisee en seringue par I' irradiation gamma a une dose de 5 a 
30 kilograys a pu etre facilement melangee avec la solution aqueuse dans 
les diverses conditions prec6demment testees sans succes avec la 
poudre de collagene non sterilisee. 



II en decoule I'invention totalement imprevisible que des mousses 
fluides adhesives non toxiques, biocompatibles et biodegradables telles 
que precitees, peuvent etre tres facilement fabriquees par le precede tel 
que defini ci-dessus. 

Le procede et le kit selon I'invention vont etre decrits plus en details 
ci-apres- - - 

Selon I'invention, par « matrice adhesive », on entend un r6seau 
constituant ou comprenant un compose proteique, au moins partiellement 
polymerise/reticule qui est non toxique, biocompatible et biodegradable et 
qui possede des proprietes adhesives, ledit reseau renfermant un gaz ou 
un melange de gaz biocompatibles et non toxiques. 

Les proprietes adhesives de la matrice sont generalement acquises 
par un processus de polymerisation et/ou de reticulation d'un compose 
proteique, initie par un ou plusieurs agent(s) de polymerisation/reticulation 
fourni(s) avant la formation de la mousse. Cet agent peut egalement etre 
constitue par une irradiation sterilisante. 

Par « non toxique », on entend tout produit dont la toxicite est 
suffisamment faible pour permettre une utilisation en chirurgie et/ou en 
therapeutique du corps humain ou animal, quel que soit le site 
d'application, en satisfaisant aux criteres et normes imposes par la 
legislation. 

Par « biodegradable », on entend tout composant susceptible de 
disparaTtre par degradation progressive (metabolisation). 

De ce fait, la matrice adhesive peut correspondre, du point de vue 
de sa composition chimique, aux adhesifs et colles biologiques connus. 

Le terme « compose proteique » designe une proteine ou un 
melange de proteines, eventuellement chimiquement modifiees, 
notamment par methylation ou succinylation, ou encore dont la structure 
de base a ete alteree pour creer ou greffer des fonctions reactives, 
notamment par coupure oxydative ou acylation ou sulfonation. 

L'invention s'etend ainsi aux matrices adhesives obtenues a partir 
d'un materiau forme par melange d'un compose proteique potentiellement 
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adhesif sous forme pulverulente, sterile et d'un agent de 
polymerisation/reticulation. 

Conformement a I'invention, par « compose proteique 
potentiellement adhesif », on entend tout compose proteique tel que defini 
5 precedemment capable de developper des proprietes adhesives lors de 

c^n mpi p ngp a v ft r- U ne solution-aqueuse convenable - - - 

Ces proprietes adhesives peuvent resulter du simple melange du 
compose proteique potentiellement adhesif et de la solution aqueuse 
sterile appropriee. Ceci est par exemple le cas de certaines preparations 
10 de collagene lorsqu'on les met au contact d'une solution aqueuse, par 
exemple de I'eau ou un serum physiologique. 

Ces proprietes adhesives peuvent, au contraire, resulter de la mise 
en contact du compose proteique avec un compose initiateur d'adhesion. 
Elles peuvent resulter, notamment, de la mise en contact d'un 
is compose proteique polymerisable/reticulable avec un agent de 
polymerisation/reticulation. 

Le compose proteique est mis en ceuvre sous forme de poudre, 

sterilisee. 

Les proteines mises en ceuvre aux fins de I' invention sont choisies 
20 de preference parmi le collagene, la gelatine, I'albumine, I'elastine et le 
fibrinogene, et plus preferentiellement parmi le collagene et I'albumine. Le 
collagene est tout particulierement prefere. 

Le collagene utilise aux fins de I'invention peut etre indifferemment 
d'origine humaine ou animale, ou obtenu par des moyens de 
25 recombinaison genetique. II peut s'agir de collagene de type I, III, IV ou V, 
ou encore de leur melange en toute proportion. 

II peut s'agir de collagene natif, c'est-a-dire qui a conserve sa 
ctn.rtnrp h^iir.n,d a le d'orinine. eventuellement chimiquement modifie par 
methylation, par succinylation ou toute autre methode connue, notamment 
30 pour le rendre plus soluble a pH physiologique, ou encore traite pour 
eliminer les telopeptides, notamment par digestion a la pepsine. 
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On peut utiliser egalement du collagene constitue majoritairement 
de chaTnes a dont le poids moleculaire est voisin de 100 kDa, non 
hydrolys6. Dans ce cas, la structure h§licoidale du collagene est 
denaturee, au moins partiellement, par exemple par un chauffage mod6r6, 
5 notamment a une temperature comprise entre 40 et 70°C, dans des 

nnnrl i tinnr- r\n\irne-rir\ mnniorn n av/itar la H^groHotirtn p Pr rOlipur^ 

hydrolytique de la gelatine ainsi formee, gen6ralement moins de 10% des 
chaTnes collageniques ayant un poids moleculaire inferieur £ 100 kDa. 

Une telle gelatine est appelee ci-apres « collagene chauffe », pour 

10 la distinguer de la gelatine du commerce qui peut 6galement etre utilis6e 
aux fins de Y invention mais de maniere non pr6feree. 

Le collagene natif ou le collagene chauffe decrit precedemment est 
mis en ceuvre sous forme pulverulente, de preference apr£s 
deshydratation a Tacetone ou lyophrlisation. 

15 II est sterilise par les methodes classiques, avant la formation du 

materiau de matrice adhesive, par exemple par irradiation gamma ou beta 
ou de maniere moins preferee par chauffage dans un four a air chaud, a 
une temperature et pendant un temps suffisants pour satisfaire aux 
exigences de sterilite. 

20 Selon T invention, I'agent de polymerisation/reticulation peut 

comprendre un compose ou un melange de composes compatible avec le 
compose proteique polym6risable/r6ticulable pour provoquer la 
polymerisation/reticulation de celui-ci par un melange extemporan6, ou 
lorsqu'ils sont deja en pr6-melange, a Taide d'un initiateur, gen6ralement 

25 en quelques minutes. 

Selon Tinvention I'agent de polymerisation/reticulation peut etre mis 
en ceuvre sous forme solubilisee en milieu aqueux ou sous forme 

pulvorulonto, do pr e f e r e nc e l yophi l is ee , : . 

Conformement ^ la pr6sente invention, I'agent de reticulation peut 

30 etre choisi parmi des polymeres reactifs naturels ou synth6tiques, de 
preference de poids moleculaire sup6rieur a 1000, tels que des 
polyaldehydes macromoleculaires, des polymdres hydrophiles, dont la 
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diffusion ulterieure a partir de la colle est genee par le poids moleculaire 
important, empechant une toxicite directe immediate. 

Par « polymeres reactifs », on entend des polymeres capables de 
reagir avec les composes proteiques tels que definis precedemment, en 
particulier vis-a-vis de fonctions amine ou sulfhydryle qu'ils peuvent 



contenir 
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Les polyaldehydes macromoleculaires qui peuvent etre mis en 
ceuvre selon I'invention comprennent des polyaldehydes biodegradables 
d'origine naturelle, c'est-a-dire tout compose presentant plusieurs 
fonctions aldehydiques derivees d'un polymere nature! biodegradable. 

Les polyaldehydes peuvent etre utilises seuls ou en melange, le 
terme « polyaldehyde » utilise ici designant indifferemment un compose 
seul ou un melange de plusieurs de ces composes. 

Ces polyaldehydes macromoleculaires peuvent etre prepares par 
oxydation de polysaccharides ou de mucopolysaccharides notamment 
avec de I'acide periodique ou Tun de ses sels selon un procede connu en 
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SOI. 



Parmi les polysaccharides ou mucopolysaccharides convenant a la 
realisation de Tinvention, on peut citer Tamidon, le dextrane, I'agarose, la 
20 cellulose, la chitine, le chitosane, I'acide alginique, les 
glycosaminoglycanes, I'acide hyaluronique, et la chondroitine sulfate ou 
leurs derives. L'amidon et le dextrane sont preferes, I'amidon etant tout 
particulierement prefere. 

Le polyaldehyde peut etre obtenu en ajoutant a la solution de 
25 polysaccharide ou mucopolysaccharide, une solution d'acide periodique 
ou I'un de ses sels jusqu'a I'obtention d'une concentration finale comprise 
entre 0,01 et 1 M, de preference entre 0,25 et 0,5 M. L'etape d'oxydation 
p cut ^ O T ^o 0 c„r hp. fiolntions. des qels-ou des suspensions de 

polysaccharide(s). 

so La preparation de polysaccharide oxyde peut ensuite §tre soumise 

a des dialyses, diafiltrations, filtrations, ultrafiltrations, dans le but 
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d'6liminer les procluits de la reaction d'oxydation et des reactifs ainsi que 
des derives iodes formes pendant la reaction, ou en exces. 

Avant utilisation, le polysaccharide ou mucopolysaccharide oxyde 
est conserve de preference en solution acide, au pH qu'il acquiert 
5 spontanement, a une concentration comprise entre 0,5 et 5% en poids, de 

La solution est stable a I'abri de Fair et est conservee de preference 
entre +1°C et +25°C. 

Dans une variante, le polysaccharide ou mucopolysaccharide 
10 oxyde peut etre sous forme lyophilisee acide ou neutre. On peut I'utiliser 
ainsi ou redissoudre le lyophilisat dans I'eau ou avec le tampon 
physiologique necessaire. 

Les polymeres hydrophiles utiles aux fins de Tinvention presentent 
de preference un poids moleculaire de 1000 a 15000 Da, de preference 
15 entre 2000 et 5000. lis comprennent, par exemple, les derives de 
poly(ethylene) glycol (PEG), les poly(oxyethylene), les poly(methylene 
glycol), les poly(trimethylene glycol), les poly(vinylpyrrolidone), les derives 
du PEG etant les plus preferes. lis peuvent etre lineaires ou ramifies, mais 
ne sont pas fortement reticules. Les polymeres en bloc poly(oxyethylene)- 
20 poly(oxypropylene) ayant eventuellement un noyau ethylene diamine 
(polymere a 4 fins de chaTnes) peuvent egalement convenir. 

Les polymeres hydrophiles sont « actives » pour reagir 
selectivement avec les amines et les thiols des proteines. En fin de 
chaTnes des polymeres, on trouve une structure semblable & : chaine du 
25 polymere-liant-GP (Groupe partant) pour les polymeres r6agissant avec 
les amines ou -chaTnes du polymere-GRT (Groupe reactif vis-a-vis des 
thiols) pour les polymeres reagissant avec les thiols. 

1 ft liant pp.nt AtrP R^lpr.tinnn 6 parmi des groupes consistant en un 

carbonate -C(O)-, en un monoester -R-CH 2 -C(0)- ou un diester 
30 -C(0)-0-(CH 2 ) n -0-C(0)-, le GP peut etre un derive succinimidyle, 
mal6imidyle, phtalimidyle, imidazolyle, nitrophenyle, tresyle le derive 
succinimidyle 6tant le plus prefere. Enfin, les GTR peuvent etre choisis 
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parmi les derives vinylsulfone, iodoacetamide, maleimide et orthopyridyle- 
disuifure. 

Ces polymeres hydrophiles sont synthases suivant des methodes 

connues de I' Homme de I'art. 

lis peuvent etre conserves sous forme deshydratee, conditionnes 

on ooringu e s . 



Pour I'obtention de la matrice adhesive, les composes proteiques 
precites sous forme de poudre, notamment le collagene, le collagene 
chauffe ou I'albumine, sont melanges extemporanement a I'agent de 
polymerisation/reticulation solubilise en milieu aqueux, dans des 
conditions telles que la polymerisation/reticulation desdits composes 
proteiques puisse se faire en un temps de preference inferieur a 5 
minutes. 

Ce temps de polymerisation/reticulation peut etre contr6le selon les 
constants mis en ceuvre pour I'obtention de la matrice adhesive, d'une 

maniere connue en soi. 

La solution aqueuse sterile contenant I'agent de reticulation est 
preparee sort directement par le fabricant, soit par I'utilisateur final a partir 
d'eau distillee ou autre vehicule aqueux et de I'agent de reticulation sous 
forme seche, contenus dans deuxflacons steriles separes. 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, la matrice 
adhesive est obtenue a partir du melange d'un compose proteique en 
poudre seche sterilisee, de preference du collagene natif, du collagene 
chauffe ou de I'albumine, avec un polysaccharide ou mucopolysaccharide 
oxyde, de preference I'amidon ou le dextrane oxyde, solubilise en milieu 

aqueux et sterilise. 

La matrice adhesive peut ainsi etre preparee, selon un premier 
mode d o r ea lisati o n Hp I'invention * - -partir-d'-un- melange de 
polysaccharide oxyde et de collagene, dans un rapport en poids de 1 :10 a 
1 -160 de preference de 1 :15 a 1 :50. avec une concentration finale en 
collagene de 2 a 16%, de preference de 2 a 13% en poids. La 
temperature de la solution de polysaccharide oxyde est de preference 
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comprise entre +20°C et +60°C. de preference entre 40 et +50°C. La 
temperature du materiau de matrice adhesive obtenu est comprise de 
preference entre +30°C et +41 °C. Le temps de reaction du melange peut 
etre ajust6 en fonction du pH du collagene, variant entre 6,5 et 7,5. Un 
5 temps rapide de polymerisation, inferieur a 1 minute, peut etre obtenu a 

p» I 7 n fit ntrn prngrnnniunmnnt Hinnirm* nn-oniH.fiont yr^fj^n pgrmgttant 

la preparation de la poudre de collagene jusqu'a pH 6,5. 

Dans un autre mode de realisation, la matrice adhesive peut etre 
preparee, a partir d'un melange de polysaccharide oxyde et de collagene 

10 chauffe, dans un rapport en poids de 1 :10 a 1 :160, de preference de 
1 :15 & 1 :50, avec une concentration finale en collagene chauffe de 6 a 
20 %, de preference de 8 a 15 % en poids. La temperature de la solution 
de polysaccharide oxyde est de preference comprise entre +40 et +60°C, 
de preference entre +45 et +50°C. La temperature du materiau de matrice 

is adhesive obtenu est comprise de preference entre +30°C et +41 °C. Le 
temps de reaction du melange peut etre ajuste en fonction du pH du 
collagene, variant entre 6,5 et 7,5. Un temps rapide de polymerisation, 
inferieur a 1 minute, peut etre obtenu a pH 7,5 et etre progressivement 
diminue en acidifiant la solution permettant la preparation de la poudre de 

20 collagene jusqu'a pH 6,5. 

Selon une autre variante preferee de I' invention, la matrice 
adhesive est obtenue a partir d'un melange de compose proteique sous 
forme seche et d'agent de polymerisation/reticulation sous forme seche 
egalement. 

25 D'une maniere generate, pour le melange des deux poudres, on 

prefere lyophiliser I'agent de reticulation dans Tune des seringues utilisees 
pour la formation de la mousse, puis ajouter au lyophilisat le compost 

protoiquo sous formo oooho. Sa d6chydratation e st obtenue par tout 

precede connu de THomme de Tart. 

30 L'etat deshydrate des deux constituants les emp§che de r^agir Tun 

sur Tautre dans des conditions normales de stockage a Tabri de Thumidit6 
et a temperature ambiante. 
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Le melange des deux poudres peut etre sterilise par les methodes 
classiques, de preference par irradiation gamma a une dose comprise 

entre 5 et 30 kGray. 

Dans ce cas, la matrice adhesive est obtenue par solubilisation 
extemporanee des deux poudres sterilisees. 

- - l a solution aaueuse necessaire peut consister tout simplem ent en 
de I'eau qui joue le role d'initiateur de la polymerisation/reticulation 
conduisant a la matrice adhesive. 

Selon le compose proteique mis en ceuvre, en particulier dans le 
cas du collagene, I'eau doit etre chauffee a une temperature de 20 a 60°C, 
de preference 45 a 50°C, prealablement au melange avec les deux 
poudres. 

Les proportions des composes mis en ceuvre peuvent etre telles 

que definies ci-dessus. 

Les preferences precedemment indiquees s'appliquent egalement 

dans ce cas. 

Cette variante est particulierement interessante du point de vue de 
la stability du produit au stockage et du cout de fabrication. Elle est 
egalement tres simple de mise en ceuvre. 

Selon un autre mode de realisation de I' invention, la matrice 
adhesive est preparee a partir d'un melange de polymere hydrophile 
active en poudre et de collagene en poudre sterilisee, dans un rapport en 
poids de 1 :50 a 1:1, de preference entre 1 :20 a 1:1, avec une 
concentration finale de collagene de 4 a 20 %, de preference entre 10 et 
18 %. La temperature de la solution aqueuse de reprise est comprise 
entre +37 et +50°C et le pH de la solution aqueuse de reprise peut varier 
de 6,9 a 9,0, suivant le temps de reticulation souhaite, de moins d'une 
minute a plusieurs dizaines de minu tes... La temperature. du_ melange 
adhesif resultant est comprise de preference entre +35 et +41 °C. 

Selon encore un autre mode de realisation, on peut utiliser un 
melange en poudre seche de polysaccharide oxyde et d'albumine dans un 
rapport en poids de 1 :4. 
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Selon un autre mode de realisation de Nnvention, la matrice 
adhesive petit etre preparee a partir de proteines ayant subi une coupure 
oxydative. 

Dans ce cas, on peut mettre en oeuvre un traitement par I'acide 
5 periodique ou Tun de ses sels, de preference le periodate de sodium, 

se l on un prec e de connu en soi . : 

Le collagene est particulierement prefere aux fins de I'invention et 
peut etre de tout type indique precedemment. Les preferences indiquees 
ci-dessus s'appliquent egalement dans ce cas. 
10 La modification par coupure oxydative du collagene est d6crite 

dans le brevet US 4 931 546. 

On rappelle que selon ce proced6, le collagene en solution acide 
est melange a une solution d'acide periodique ou Tun de ses sels jusqu'a 
obtenir une concentration finale comprise entre 10" 5 et 1M, de pr6f6rence 
15 entre 0,005 et 0,1 M, a une temperature voisine de la temperature 
ambiante, soit entre 15 et 25°C, pendant une duree pouvant aller de 10 
minutes ci 72 heures. 

Selon I'invention, on utilise une solution aqueuse acide de 
collagene dont la concentration est comprise entre 5 et 50 g/l ( celle-ci 
20 etant de preference de 30 g/L 

Ce traitement provoque des coupures dans certains constituants du 
collagene, Thydroxyproline et les sucres et cree ainsi des sites reactifs 
(groupes aldehydes) sans en provoquer la reticulation tant que le pH de la 
solution de collagene reste acide. 
25 Le collagene oxyde peut etre conserve sous forme lyophilisee, a 

une temperature de +4°C a +25°C. 

Selon ce mode de realisation, I'agent de polymerisation/reticulation 

f" st a l nrs fnrmp ri'-nn tampon a -pH Iftgprpmfint alnalin p o ur p^rmRttrP la 

reticulation du melange, ^ pH neutre. 
30 Les tampons phosphates et carbonates sont pr6fer6s et plus 

particulierement les tampons phosphates ou carbonates de sodium, leur 
pH 6tant ajuste de preference entre 7 et 9. 
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On peut utiliser des tampons en solution ou sous forme 
deshydratee. 

Selon r invention, la matrice adhesive peut ainsi etre obtenue par 
melange de collagene oxyde sous forme deshydratee avec un tampon en 
5 solution, la solution pouvant elle-meme resulter de la dissolution prealable 
d'un -^mp^r g "" c HAshyrlratfift dans 1'flau. 

La concentration finale en collagene oxyde est de preference 
comprise entre 1 et 8 %, la concentration finale en tampon comprise entre 
5 et 50 mM et le pH final du melange pour la matrice adhesive compris 

io entre 6 et 8. 

Les preferences indiquees precedemment pour le collagene 

s'appliquent egalement dans ce mode de realisation. 

Selon encore un autre mode de realisation de Invention, on peut 
utiliser pour la preparation de la matrice adhesive des prolines modifiees 
15 par un agent acylant ou sulfonant. 

Les proteines indiquees precedemment ainsi que leurs preferences 
s'appliquent egalement a ce mode de realisation. 

L' agent de polymerisation/reticulation est egalement dans ce cas un 
tampon de pH legerement alcalin a neutre, de preference compris entre 
20 6,0 et 9,0, plus preferentiellement entre 8,0 et 8,5. 

La matrice adhesive est obtenue par un precede similaire a celui 
indique precedemment en melangeant les proteines a groupe acylant ou 
sulfonant avec la solution tampon pour que la reaction d'acylation ou de 
sulfonation puisse se produire en conduisant a la matrice adhesive. 
25 Suivant une autre variante, on conditionne dans une seringue un 

melange de proteines a groupe acylant ou sulfonant sous forme seche au 
tampon de pH legerement alcalin a neutre egalement sous forme seche. 
La m at rix- nhtRni i ft -ex tflmnQran^ment-en-reprenant le 
melange de poudre par de I'eau, a une temperature de 20 a 60°C, afin 
30 que la temperature de la mousse adhesive resultante soit comprise de 
preference entre +18 et +41 °C. 
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La concentration finale en proteine a groupe acylant ou sulfonant 
est de preference comprise entre 1 et 50 %, plus preferentiellement entre 
5 et 40 %, et celle du tampon est de preference comprise entre 5 et 50 
mM. 

5 Selon un autre mode de realisation de T invention, la matrice 

— nfiMnhtn pnnt ntrn rnnlirnn n portir Hnc rrtllac ^rtugllgmgnt HicprinihloQ Qiir 

le marche, notamment celles vendues sous les noms « Tissucol® » ou 
« Tisseel® » commercialisees par Baxter, « Beriplast® » commercialis6e 
par Centeon, apres addition de collagene. 
10 On prepare un melange pulverulent de fibrinogene (70-140 mg/ml) 

contenant du facteur XIII et eventuellement de la fibronectine, additionne 
de collagene. 

L' agent de polymerisation/reticulation consiste, dans ce cas, en une 
solution de thrombine (4-100 U.I), 
is Conform6ment a 1'invention, quel que soit le type de matrice 

adhesive choisi, la mousse adhesive est preparee lors de la formation de 
la matrice adhesive par melange d'un gaz, par tout proc6d6 connu de 
Thomme de Tart. 

Le gaz peut etre introduit notamment lors du melange des 
20 constituants, c'est-a-dire lors du melange de Tagent de 
polymerisation/reticulation en solution avec le compose proteique en 
poudre ou lors de I' introduction d'eau dans le premelange des poudres 
seches (compose proteique - agent de polymerisation/reticulation), ou 
directement dans le melange prealablement forme. 
25 Le gaz utilise aux fins de T invention peut consister en de Fair ou en 

Tun ou plusieurs de ses composants, par exemple azote, oxygene, gaz 
carbonique. 

Log goz proforoc cont Tair, l e dioxy d e d e carbone-ftt-T-azntft 

II peut s'agir d'un gaz ou d'un melange de gaz (d6signes ci-apres 

30 par le terme general « gaz »). 

Conformement a Tinvention, le gaz utilise pour la formation de la 
mousse adhesive peut etre associe, de maniere pr6feree, au compos§ 
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proteique polymerisable/reticulable et/ou a I'agent de 
polymerisation/reticulation, et/ou apporte independamment de I'un de ces 
constituants. 

Le terme « associe » designe le cas ou le gaz est simplement 
5 contenu dans le meme recipient que la solution aqueuse contenant 
eventuellement I'agent de polymerisation/reticulation (phases liquide/gaz) 
comme le cas ou le gaz est melange a I'un des constituants qui est par 
exemple sous forme pulverulente ou lyophilisee. 

Le gaz peut aussi etre apporte independamment seul ou associe a 
10 un vehicule qui est non toxique, biocompatible et biodegradable et qui est 
melange avec la matrice adhesive et ses elements constitutifs au moment 
de la preparation de la mousse adhesive. 

II peut s'agir d'un compose proteique tel que celui mis en ceuvre 
pour la formation de la matrice adhesive. Toutefois, dans ce cas, la 
is quantite de compose proteique servant de vehicule est telle qu'il ne peut 
permettre la formation de la matrice adhesive a lui seul. 

Le vehicule peut renforcer ou completer I'activite de la mousse ou 
presenter une activite biologique. II peut en particulier constituer 
parallelement un vehicule pour une (des) substance(s) biologiquement 
20 active(s) comme indique ci-apres. 

Dans ce cas, le melange pour la formation de la matrice adhesive 
peut etre prealablement realise (pour conduire au materiau de matrice 
adhesive) puis le gaz eventuellement associe a un vehicule tel que decrit 
precedemment, est alors introduit dans la matrice adhesive deja en cours 

25 de formation. 

L' agent de polymerisation/reticulation et/ou le vehicule contenant le 
gaz se presente de preference sous forme deshydratee, en particulier 

lyophilisee. ■ ■ - - - - - 

En variante, le vehicule peut etre, de maniere moins preferee, sous 

30 forme liquide. 

Selon un autre aspect de I'invention, d'autres composants 
n'interferant pas avec la formation de la mousse peuvent etre incorpores. 
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La mousse adhesive peut ainsi permettre la delivrance de 
substances biologiquement actives sur le site cible ou elle est appliquee. 

Une grande variete de substances biologiquement actives peut 
ainsi etre melangee au vehicule. Des exemples de telles substances 
5 incluent, mais de fagon non limitative : drogues, vitamines, facteurs de 

nrnissanrp hnrmnnps rl6riv6.g sternTftes antibiotiou e s. vaccins anti- 

viraux, antifongiques, anti-parasites, anti-tumoraux f anti-cancereux, 
toxines, enzymes, inhibiteur d'enzymes, proteines, peptides, composes 
mineraux (ex. derives du zinc, du cuivre, du selenium), 
10 neurotransmetteurs, lipoproteines, glycoproteines, immuno-modulateurs, 
immunoglobulines et fragments de ceux-ci, agents de contraste, derives 
d'acides gras, polysaccharides, acides nucleiques (ex. fragments d'ADN, 
d'ARN) et polynucleotides. 

Parmi les facteurs de croissance, les facteurs suivants ou leurs 
15 genes correspondants sont particulierement preferes : facteurs de type 
EGF (Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), TGF-p 
Transforming Growth Factor -p) incluant les BMP (Bone Morphogenetic 
Protein), IGF (Insulin Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth 
Factor) VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ou analogues et 
20 derives de ces facteurs. 

Ces substances biologiquement actives peuvent etre melang6es en 
solution avec le vehicule, puis eventuellement deshydratees par tout 
moyen connu de I'homme de Tart. 

II est possible 6galement de reprendre un vehicule deshydrate dans 
25 un volume minimal de solution contenant la(les) substance(s) 
biologiquement active(s) ou d'ajouter une solution concentre de 
cette(ces) substance(s) biologiquement active(s) a un v6hicule 

dcSohydrato. : 

Enfin, de fagon moins pr6feree, il est possible egalement de realiser 
30 une solution aqueuse du vehicule melange a une(des) substance(s) 
biologiquement active(s) avant d'etre m6lang6 au gaz. 
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Tout procede connu de I'homme de I'art peut etre employe pour 
realiser la mousse, consistant simplement a melanger differents produits 
et un gaz de maniere homogene. Le melange est realise 
extemporanement avant utilisation pour obtenir une mousse adhesive 
fluide prete a I'emploi, injectable. 

-A cot offot, rn p*?"* " tilicor ^ kitq n "' fnnt '' nhiftt dft la pr ^ sente 
invention. 

Les constituants necessaires a la formation de la mousse sont de 
preference contenus dans des seringues, la mousse etant obtenue par 
transfert en va-et-vient du contenu d'une seringue dans I'autre jusqu'a 
I'obtention d'un melange homogene. 

La mousse recueillie dans une seringue unique peut ensuite etre 

appliquee au site desire. 

Le compose proteique sous forme deshydratee peut etre introduit 

dans une seringue puis sterilise. 

Pour ce faire, la seringue est introduite dans une double enveloppe 
etanche a I'air et a la vapeur, puis irradiee par des rayons gamma par 
exemple, a une dose sterilisante de 5 a 35 kGy. 

D'autre part, la solution aqueuse sterile d'agent de 
polymerisation/reticulation est preparee dans une autre seringue, 
notamment par dissolution dudit agent sous forme seche avec de I'eau 
distillee, contenus dans deux flacons steriles separes. 

La seringue contenant la solution d'agent de 
polymerisation/reticulation est chauffee a une temperature de 20 a 60°C, 
de preference 45 a 50°C, puis connectee a la seringue de compose 
proteique. 

Les seringues sont fixees a un dispositif de maintien equipe de 
moyono do mb l ang e concus p o ur po n voir m^lanpftr pxtf^mpnmn^ment leur 
contenu de maniere homogene. 

Apres injection de la solution aqueuse d'agent de 
polymerisation/reticulation dans la seringue de collagene, une dizaine de 
va-et-vient successifs sont necessaires et peuvent §tre realises pour 
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obtenir directement une mousse proteique, fluide, adhesive, 
biocompatible, biodegradable et homogene. 

Selon une variante particulierement preferee de Nnvention, I'agent 
de reticulation sous forme seche peut etre melang6 avec le compos§ 
5 proteique en poudre seche dans la meme seringue. L'etat d6shydrat6 

— nmpfinhn Inn Hn.tv prnHi litr Ha roogir I'nn Qi ir I'ai itrft -Hans Ias nnnHitinnc 

normales de stockage a I'abri de Thumidite et & temperature ambiante. La 
seringue contenant les deux produits sees peut etre ensuite st6rilis6e, 
notamment par irradiation gamma a une dose sterilisante comprise entre 5 

10 et 30 kilograys. 

La solution aqueuse necessaire a la preparation de la mousse 
adhesive est dans ce cas tout simplement de I'eau distill&e sterile 
contenue dans un flacon sterile dont le contenu est aspir6 dans une 
seringue sterile par Tutilisateur. L'eau peut etre fournie directement en 

is seringue sterile. 

Dans tous les cas, il est necessaire de rechauffer prealablement 
I'eau ou la solution aqueuse a la temperature optimale qui peut varier 
selon les formules entre 20 et 60°C, de preference 45 & 50°C. Ceci peut 
etre fait par tous les moyens connus soit sur un flacon, soit sur la 

20 seringue ; directement dans un bain-marie, une etuve, ou un rechauffeur 
specialement etudie pour ce produit dont le principe de fonctionnement 
peut reposer sur les micro-ondes, une resistance 6lectrique, la lumiere 
infra-rouge, etc accompagne d'un systeme de thermostats pour 
garantir une regulation et une securite thermiques convenables. 

25 La quantity de gaz necessaire est presente egalement dans Tune 
des seringues ou partagee dans chacune d'elles de sorte que le gaz est 
introduit au moment de la formation du materiau de matrice adhesive par 
melange doo oonot i tuant c , - 



En variante, la quantite de gaz necessaire eventuellement associ6e 
30 a un v§hicule comme d6crit ci-dessus, peut provenir d'une autre seringue, 
auquel cas il est introduit dans le materiau de matrice adhesive en cours 
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de formation par polymerisation/reticulation, apres melange des 

constituants de base. 

Lorsqu'il est melange a un vehicule, eventuellement combine a 
une(des) substance(s) biologiquement active(s), le gaz represente de 
5 preference au minimum 50 % du volume total de la preparation, et de 
far.nn phis nreferee. Qfl % du volume-total. 

Le melange se fait de preference en incorporant un volume de gaz 
representant 25 a 90% du volume total de la mousse, de preference de 40 
a 75%. 

10 Ce melange se fait par ailleurs a une temperature favorisant 

I'incorporation du gaz dans la colle biologique. La temperature finale 
obtenue est de preference physiologique, de facon plus preferee comprise 

entre 18°Cet41°C. 

Le cas echeant, I' introduction de gaz se fait au tout debut de la 
is reticulation, de preference lorsque la viscosite du melange est la plus 
faible. 

Le precede de preparation est particulierement avantageux par 
rapport aux precedes anterieurs pour les raisons suivantes : 
II ne necessite que : 
20 . un minimum d'operations manuelles elementaires, 

- des equipements de repartition, de filtration tres courants dans les 
laboratoires de fabrication et de repartition pharmaceutiques, 

II est particulierement simple et assure en final une sterilite facile a 
garantir car elle ne repose que sur des methodes parfaitement validees, 
25 en usage depuis longtemps. 

La matrice adhesive selon ("invention est caracterisee par la 
presence de pores d'un diametre compris generalement entre 50 et 200 

microns. . . 

Cette porosite confere au produit des proprietes remarquables vis- 
30 a-vis des plaquettes sanguines qui peuvent y adherer plus rapidement 
grace a la grande surface de contact exterieure. II se forme un agregat de 
plaquettes activees qui secretent les facteurs de coagulation necessaires 
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a I'hemostase. La matrice adhesive acquiert ainsi grace a cette porosite 
des proprietes hemostatiques qui permettent d'arreter des saignements 
par Taction conjuguee de I'etanchernent mecanique de la plaie et de 
T activation plaquettaire au contact du sang. 
5 Cette porosite confere a la matrice adhesive une grande elasticity 

qui Pn fait nn prnHnit Hfi rhniy pnur £tanrh e r les plaies du Doumon et 
stopper les fuites d'air tout en realisant I'hemostase locale apres exerese 
d'une tumeur. 

La porosite du materiau adhesif facilite sa colonisation cellulaire, sa 
10 biodegradation et sa transformation en tissu cicatriciel tout en 6vitant la 
formation d'adherences postop6ratoires avec les organes adjacents a la 
plaie. 

Sa fluidite initiale permet son injection a I'aide de seringues et son 

utilisation par laparoscopic a I'aide de canules et catheters adaptes. Elle 
15 peut etre etalee facilement a I'aide d'une spatule ou d'un pinceau par 

badigeonnage en chirurgie ouverte comme en laparoscopie. 

Cet adhesif tissulaire poreux est done particulterement indique pour 

realiser Themostase des plaies chirurgicales ou traumatiques, les proteger 

et en faciliter la cicatrisation en evitant la formation d'adherences 
20 postoperatoires. II peut bien sur etre utilise aussi pour toutes operations 

de comblement, de collage de biomateriaux et en association avec des 

medicaments pour une application locale. 

L' invention a done egalement pour objet les procedes de 

traitements chirurgicaux ou medicaux comprenant la mise en place, en un 
25 site approprie de Torganisme, par une voie d'abord convenable, d'une 

quantite de mousse selon I'invention, efficace pour adherer sur le site et 

provoquer Teffet recherche. 
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Exemple 1 : 

Realisation d'une mousse adhesive preparee a partir de collagene 
deshydrate et d'amidon oxyde en solution 

Proparation do I'stmidon nvydfi • — ■ 

Une solution d'amidon soluble est preparee, a la concentration de 20 %, a 
la temperature de 75 °C, jusqu'a obtenir une solution parfaitement 
homogene, puis est dilue au Elle est ensuite pre-f.ltree et filtree sur une 
membrane de porosite 0,22 urn. 

Le pH de I'amidon est ajuste. alors, a pH 3,0-3,2 et la concentration de 
I'amidon a 6 %. On ajoute, ensuite, a la solution d'amidon oxyde du 
metaperiodate de sodium, a la concentration finale de 0,36 M, a 
temperature ambiante. Apres 2 heures de traitement, la solution est 
dialysee avec une membrane de seuil de coupure allant de 5 a 10 kDa, 
contre de I'eau demineralisee ultra-filtree. La dialyse est poursuivie jusqu'a 
I' elimination totale des produits dialysables de la reaction d'oxydation et 
des reactifs ainsi que des derives iodes, formes pendant la reaction. 
Ensuite, la solution d'amidon oxyde est ajustee, en concentration, a la 
valeur s'ouhaitee, entre 0,2 a 0,6 %. Elle est pre-f.ltree et filtree sterilement 
sur membrane de porosite 0,22 urn. 

Le produit est stable pendant au moins un an, a une temperature de +4 a 
+25 °C, a I'abri de I'air. Pour la realisation de la mousse adhesive, la 
solution d'amidon oxyde a la concentration de 0,2-0,6 % est conditionnee 
en seringues de 5 ml, a raison de 2,5 ml par seringue. 

Preparation du collagene : 

On prepare une solution acide de collagene a une concentration de 2 % 

par addition progressive d tmfe poudre dy oullay^n^ dude d a na Toau, 6 

une temperature de 20-25 °C. Des que la solution est parfaitement 
homogene, le collagene est neutralise par ajout de phosphate de sodium, 
a la concentration finale de 10 mM, pour atteindre un pH de 6,5-8. La 
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solution de collagene est ensuite laissee au repos pendant 1 nuit, a 20- 
25°C, puis le collagene precipite est recupere par centrifugation. II est 
dessale et deshydrate par une serie de lavages acetoniques : dans I'ordre, 
1 bain acetone/eau, 90/10, m/m, 3 bains acetone/eau, 80/20, m/m et 3 
5 bains acetone 100 %. 

— - — nnllngnnn nrt nnn litn- rapnrti H^nc im unh imp rte 9fi ml Hang Hpc 

seringues de 5 ml, a raison de 80-400 mg de collagene sec par seringue. 
Le collagene utilise est de source connue de I'homme de Tart incluant les 
collagenes recombinants. De type I bovin, il peut etre acido-soluble ou 
10 solubilise par digestion a la pepsine. D'origine de placenta humain, il peut 
etre prepare par extraction a la pepsine, selon le procede d§crit dans le 
brevet EP-A-0,21 4,035. 

Le collagene reparti en seringues est ensuite sterilise par gamma- 
irradiation a la dose 5-35 KGy. 

15 Realisation de la mousse adhesive 

On prechauffe une seringue d'amidon oxyde a la temperature de 45-50 
°C, puis on la raccorde a la seringue de collagene en utilisant un 
connecteur. On melange, ensuite, le contenu des deux seringues en 
transferant, d'abord, le contenu de la seringue d'amidon oxyd6 dans la 

20 seringue de collagene, puis, en chassant alternativement totalement le 
contenu de Tune dans I'autre, 10 a 20 fois jusqu'a obtenir une mousse 
adhesive completement homogene. 

Exemple 2 : 

Realisation d'une mousse adhesive preparee a partir d'amidon oxyde en 
25 solution et d'un melange deshydrate de collagene et de NSAID (anti- 
inflammatoires non st6ro"fdiens) 

On reprend T exemple — I — en n i blan g ea n t au co l lagene noutm l iod ot 
d6shydrate par l'ac6tone des NSAID comme I'ibuprofene, le naproxene, la 
phenylbutazone en poudre, puis on conditionne cette nouvelle formulation 
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dans des seringues qui sont ensuite sterilises par gamma-irradiation a la 
dose de 5-35 Kgy. 

Suivant une autre variante de cet exemple, on ajoute au collagene 
lyophilise, gamma-irradie 100-200 ul de NSAID, decrits ci-dessus, en 
5 solution. 

! n — oHh^cu^ r**\\«»» * nartir de I'amidon oxyde et de ces 
nouvelles formulations du collagene comme decrit dans I'exemple 1. 
La composition de cette mousse adhesive renferme une quantite 
pharmacologiquement active de NSAID, connue de I'homme de Tart, 
io suivant les applications pour lesquelles une reaction inflammatoire trap 
importante doit etre attenuee. 

Exemple 3 : 

Realisation d'une mousse adhesive preparee a partir d'amidon oxyde en 
solution et d'un melange deshydrate de collagene et d'antibiotiques 

15 On reprend I'exemple 1 en melangeant au collagene neutralise et 
deshydrate par I'acetone des antibiotiques de la famille des macrolides, 
des cyclines, des cephalosporines et des lincosanides parmi lesquels la 
minocycline, I'amphotericine, la clindamycine, la metacycline et 
I'erythromycine, en poudre. 

20 Suivant une autre variante de cet exemple, on ajoute au collagene 
lyophilise, gamma-irradie 100-200 pi d' antibiotiques decrits ci-dessus, en 
solution. 

La mousse adhesive est realisee a partir de I'amidon oxyde et de cette 
nouvelle formulation du collagene comme decrit dans I'exemple 1. 
25 La composition de cette mousse adhesive renferme une quantite 
pharmacologiquement active d'antibiotiques, connue de I'homme de I'art, 
suivant les applications presentant des risques d'jnfectipn. 



Exemple 4 : 

Realisation d'une mousse adhesive preparee a partir de collagene et 
30 d'amidon oxyde deshydrates 
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Preparation de I'amidon oxyde deshydrate : 

Uamidon oxyde est prepare comme decrit dans I'exemple 1, a la 
concentration de 1-3%. II est reparti dans des seringues de 5 ml, a raison 
5 de 0,5 ml par seringue, puis est lyophilise. 

•giiiwnnt uno m itra wariqnto, I'gmiHnn nvyH£ p R t neutra l ise Par addition de 

tampon phosphate pour obtenir une concentration finale de 10 mM et un 
pH de 6-8. II est reparti dans des seringues de 5 ml, a raison de 0,5 ml par 
seringue, puis est lyophilise. 
10 Dans les seringues d'amidon oxyde lyophilise, on ajoute 80 a 400 mg de 
collagene, prepar6 comme d6crit dans I'exemple 1, dans un volume total 
de 2,5 ml. Uensemble est, ensuite, sterilise par gamma-irradiation a la 
dose 5-35 Kgy. 

Realisation de la mousse adhesive 

15 On prechauffe une seringue de 5 ml contenant 2,5 ml d'eau sterile 
injectable a une temperature de 45-55 °C, puis on la raccorde a la 
seringue de collagene en utilisant un connecteur. On melange, ensuite, le 
contenu des deux seringues en transferant, d'abord, le contenu de la 
seringue d'eau dans la seringue de collagene, puis, en chassant 

20 alternativement totalement le contenu de Tune dans I'autre, 10 a 20 fois 
jusqu'a obtenir une mousse adhesive completement homogene. 

Exemple 5 : 

Realisation d'une mousse adhesive preparee & partir d'albumine 
deshydratee et d'amidon oxyde en solution 

25 Preparation de I'amidon oxyde 

Uamidon oxyde en solution est prepare comme indique par P exemple 1 
avec uu i mne seu l e di f f eren c e majeure, Iq concentration de l a so l ution 

utilisee est de 2-5 %. On remplit, ensuite, des seringues de 5 mi avec 2,5 

ml de solution d'amidon oxyde. 

30 Preparation de I'albumine 
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L'albumine utilisee est de source connue de I'homme de Part. Elle peut 
6tre d'origine bovine ou humaine, issue ou non de recombinaison 
genetique. 

L'albumine est conditionnee dans des seringues de 5 ml a raison de 0,4- 
5 1 ,25 g de poudre par seringue collagene dans un volume total de 2,5 ml et 

ell, enouifo, ctorilicoo par Irradiation heta (ft rnkiP fl'l i n fatofiflflU 

d' electrons acceleres) a la dose 5-35 KGy. 
Realisation de la mousse adhesive 

On prechauffe une seringue d'amidon oxyde a la temperature de 45-50 
io °C. puis on la raccorde a la seringue d'albumine en utilisant un 
connecteur. On melange, ensuite, le contenu des deux seringues en 
transferant, d'abord, le contenu de la seringue d'amidon oxyde dans la 
seringue d'albumine, puis, en chassant alternativement totalement le 
contenu de I'une dans I'autre, 10 a 20 fois jusqu'a obtenir une mousse 
15 adhesive completement homogene. 

Exemple 6 : 

Realisation d'une mousse adhesive preparee a partir d'albumine et 
d'amidon oxyde deshydrates 

Preparation de I'amidon oxyd6 deshydrate' : 
20 L'amidon oxyde est prepare comme decrit dans I'exemple 1, a la 
concentration de 2-5 %. II est reparti dans des seringues de 5 ml, a raison 
de 2,5 ml par seringue, puis est lyophilise. 

Suivant une autre variante, I'amidon oxyde est neutralise par addition de 
tampon phosphate pour obtenir une concentration finale de 10 mM et un 
25 pH de 6-8. II est reparti dans des seringues de 5 ml, a raison de 2,5 ml par 
seringue, puis est lyophilis§. 

Dans les seringues tfani i UuTfuxy^ ly o philis e , on ojouto-071 1,25 g 

d'albumine dans un volume total de 2,5 ml. L'ensemble est sterilise par 
gamma-irradiation a la dose de 5-30 Kgy. 
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Realisation de la mousse adhesive 

On prechauffe une seringue de 5 ml contenant 2,5 ml d'eau sterile 
injectable a une temperature de 45-50 °C, puis on la raccorde a la 
seringue d'albumine en utilisant un connecteur. On melange, ensuite, le 
5 contenu des deux seringues en transferant, d'abord, le contenu de la 

ocringuo d'oau — done — la — 6 e ringu e — d'albumine, — puis, — ec nhace^ n t 

alternativement totalement le contenu de Tune dans I'autre, 10 a 20 fois 
jusqu'a obtenir une mousse adhesive completement homogene. 

10 Exemple 7 : 

Realisation d'une mousse adhesive constitute de collagene oxyd6 
neutralise et de collagene chauffe 

Preparation du collagene oxyde 

On reprend 25 g de collagene acide sec dans 830 ml d'eau demineralisee 
is apyrogene. On melange a la solution de collagene 92 ml d'acide 
periodique 88 mM, repris dans une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 
0,12 N. 

Apres 2-4 heures de traitement, le collagene oxyde est pr6cipite en 
versant 937 ml de chlorure de sodium 82 g/l. Puis, le melange est 

20 homogeneise sous faible agitation pendant 60 minutes. Le precipite est 
ensuite recupere surtoile de nylon de porosite 100 pm. 
Ce precipite est lave 1 fois dans 5,12 volumes, puis 3 fois dans 6,15 
volumes d'une solution de chlorure de sodium, qui permet d'atteindre la 
concentration finale en chlorure de sodium de 41 g/l dans la solution de 

25 precipite collagenique. 

Le precipite de collagene est debarrasse du sel et partiellement 
deshydrate, en utilisant 10 a 15 volumes d'acetone, 1 fois a une 
concentration de 90 %, puis 3 fois a une concentration de 80 %. II est 
ensuite repris dans de I'eau demineralisee apyrogene a une concentration 

30 de 2,5 %, jusqu'S obtenir une solution homogene, qui est ensuite 
neutralisee, & un pH de 6,5-8, avec une solution de tampon phosphate 
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concentree pour obtenir une concentration finale en phosphate de 20 mM. 
Le gel est ensuite lyophilise. 
Preparation de collagene chauffe' 

On prepare une solution acide de collagene a une concentration de 4 a 16 
5 % par addition progressive d'une poudre de collagene acide dans I'eau, a 
une lei li pfeidlum Ubi 42 n C. Tiea r apidimcnt, oprco 2 a 5 minutoo 

d' agitation, des que la fluidite le permet, la solution est neutralisee avec 

une solution molaire de soude, a un pH variant de 6,5 a 7,5. 

Le collagene utilise est de source connue de I'homme de I'art incluant les 
io collagenes recombinants. De type I bovin, il peut etre acido-soluble ou 

solubilise par digestion a la pepsine. D'origine de placenta humain, il peut 

etre prepare par extraction a la pepsine, selon le precede decrit dans le 

brevet EP-A-0,214,035. 

Le collagene chauffe est ensuite deshydrate par lyophilisation. 

1 5 Realisation du melange collagene oxyde / collagene chauffe 

On repartit, dans des seringues de 5ml, 0,2-1 g de poudre de collagene 
avec un rapport collagene oxyde / collagene chauffe allant de 0,5 a 2, 
dans un volume total de 2,5 ml. 

Les seringues conditionnees sont ensuite sterilisees par gamma- 
20 irradiation a la dose de 5-35 KGy. 
Realisation de la mousse adhesive 

On prechauffe une seringue de 5 ml contenant 2,5 ml d'eau sterile 
injectable a une temperature de 40-50 °C, puis on la raccorde a la 
seringue de collagene en utilisant un connecteur. On melange, ensuite, le 
25 contenu des deux seringues en transferant, d'abord, le contenu de la 
seringue d'eau dans la seringue de collagene, puis, en chassant 
alternativement totalement le contenu de I'une, dans I'autre, 10 a. 20 fois 
jusqu'a obtenir une mousse adhesive completement homogene. 
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Exemple 8 : 

Realisation d'une mousse adhesive constitute de collagene oxyde 
neutralise et de collagene chauffe et melang6 au FGF 

5 On reprend 1' exemple precedent avec les modifications ci-dessous, 

A la seringue de collagenes, on ajoute 100 a 250 pi d'une solution de FGF 
humain recombinant. Puis, on melange les collagenes a de I'eau sterile & 
40-50°C 1 comme decrit precedemment jusqu'a obtenir une mousse 
homogene. 

10 Selon une autre variante, on attend un temps d'adsorption du FGF sur les 
collagenes, de 5 a 120 minutes, avant de proceder au melange de la 
preparation de collagenes / FGF a I'eau. 

Une autre variante de cet exemple consiste a lyophiliser le FGF avec le 
collagene oxyde, suivant le procede ci-dessous. On melange, au precipite 

15 de collagene oxyde, une solution de FGF. On procede ensuite a la 
lyophilisation de ce melange. On ajoute cette nouvelle formulation de 
collagene oxyde au collagene chauffe comme decrit dans I'exemple 
precedent. Le contenu de la seringue de collagene oxyde et de collagene 
chauffe est ensuite repris par 2,5 ml d'eau tiede sterile a 40-50 °C et 

20 homogeneise comme decrit dans I'exemple precedent. 

Cette mousse adhesive est particulierement employee pour le 
comblement de lesions nerveuses, le FGF etant un facteur facilitant la 
regeneration des nerfs. 

Dans cet exemple, on peut remplacer le FGF par son gene, d'autres 
25 facteurs de croissance, leurs genes ou leurs melanges, poss6dant des 
activites equival entes au FGF. 

Dans cet exemple, on peut remplacer le FGF par d'autres facteurs de 
croissance, leurs genes ou leurs melanges pour d'autres indications 
comme la cicatrisation cutan6e et osseuse (FGF, PGDF, TGF beta, BMP, 
30 VEGF), le traitement de cancers (interleukine, interferons) ... 
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Exemple 9 

Mousse adhesive constitute d'une matrice adhesive associant I'albumine 
et des polyethylene* glycols portent des groupes electrophiles actives 
reactifs vis-a-vis des amines 
Preparation de I'albumine 

L-jLumlh- - *■ «""™ ™ nn » P de rh ° mme de '' a,t - E " e " 

«re d'origine bovine ou humaine, issue ou non de recombinaison 

genetique. 

Une partie d'albumine en poudre est melangee a 0,05-1 parhe en masse 
de PEG electrophiles actives et deshydrates. Parmi les PEG electrophiles 
actives on peut utiliser indifferemment. seul ou melanges en toutes 
proportions, le SPA-PEG (succinimidyl propionate PEG), le SCM-PEG 
(Succinimidyl ester of carboxymethylated PEG) et le BTC-PEG 
(Benzotriazole carbonate of PEG) de poids moleculaire superieur a 1000 
Daltons, derives de PEG, produits commercialises par Shearwater 
Polymers. On peut egalement utiliser le PEG-SS2 (Disuccinimidyl 
succinate PEG), synthetase comme decrit dans la demande de brevet PCT 
WO 96/03159 (Minnesota Mining and Manufacturing Company). Le 
melange albumins / PEG electrophiles actives est conditionne dans des 
seringues de 5 ml a raison de 0,5-1,8 g de poudre par seringue dans un 
volume total de 2,5 ml et est, ensuite, sterilisee par gamma-irradiation a la 
dose 5-35 KGy. 

Realisation de la mousse adhesive 

On melange I'albumine et les PEG actives avec de I'eau sterile a 40-55 
; -c en transferant la totalite du contenu de la seringue d'eau dans celle 
d'albumine. puis en chassant entierement le contenu de runs des deux 
seringues dans r autre. 5 a 10 fois jusqu'a obtenir un gel complement 

homogene ae o ml. 

A partir du moment ou I'on prepare la colle associant I'albumine et les 
„ derives electrophiles de PEG active, la mousse doit etre realisee et 
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utilisee avant que la colle soit entierement polymerisee pour qu'elle puisse 
adherer aux tissus. 

Exemple 10 

Mousse adhesive constitute d'une matrice adhesive associant I'albumine 
et des PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles 

On reprend I'exemple precedent en rempiacani les Hbo aullvca 
electrophiles par des PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles. 
Parmi les PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles, on peut utiliser 
indifferemment, seul ou melanges en toutes proportions, le VS-PEG (vinyl 
sulfone PEG), le MAL-PEG (Maleimide PEG) et le OPSS-PEG 
(orthopyridyl-disulfide PEG) de poids moleculaire superieur a 1000 Da, 
derives de PEG, produits commercialises par Shearwater Polymers. 
La mousse adhesive est ensuite realisee comme decrit dans 
I'exemple precedent. 

Exemple 11 

Mousse adhesive constitute d'une matrice adhesive associant le 
collagene et des polyethylenes glycols portant des groupes electrophiles 
actives reactifs vis-a-vis des amines 

On reprend I'exemple 9 en remplacant I'albumine par le collagene 
neutralise, prepare comme decrit dans I'exemple 1. Une partie de 
collagene neutralise et lyophilise est melee a 0,05-1 partie de PEG 
electrophiles actives et deshydrates, en masse. Ce melange collagene 
neutralise / PEG electrophiles actives est conditionne dans des seringues 
de 5 ml a raison de 0,2-0,8 g de poudre par seringue collagene dans un 
volume total de 2,5 ml et est, ensuite, sterilisee par gamma-irradiation a la 

Uubtf 20-30 KCy. — 

La mousse adhesive est ensuite realisee comme decrit dans I'exemple 9. 
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Exemple 12 . . 

Mousse adhesive constitute o'une matrice adhesive assoaant le 
oollagene et des PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles 
On reprend temple 9 en remplacant falbumine par le coHagene 
neutralise, prepare comme decrit dans rexemple 1. Une par.e de 
, ul Uyin, n.ul.x^ n , rrl-h, r^t mM* * POM * ™ 

r6a c«fs vis-a-vis des sulfhydryles et deshydrate. en masse. Ce melange 
collagene neutralise / PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles est 
conditionne dans des seringues de 5 m, a raison de 0.2-0,8 g de poudre 
par seringue collagene dans un volume total de 2,5 ml et est, ensurte, 

sterilisee par gamma-irradiation a la dose 25-35 KGy. 

La mousse adhesive est ensuite realisee comme decrit dans 

I' exemple 9. 



15 Exemple 13 : 

Mousse adhesive constitute d'une matrice adhesive assoaant du 
collagene oxyde et un tampon phosphate neutre a alcal.n. 

Preparation du collagene oxyde 
„ On reprend 25 » de collagene sec dans 830 m, deau dem.neral.see 
apyrogene. On melange a ,a solution de collagene 92 m, d acde 
poLique 88 mM, repris dans une solution aqueuse d'acide chiorhydnque 

Ap1 N 2-4 heures de traitement, le collagene oxyde est precipite en 
25 versant, sans agiter, 937 m, de chlorure de sodium 82 g, Pu*. le 
melange est homogeneise sous faible agitation pendant 60 mmutes. Le 
precipite est ensuite recupere sur toile de nylon de porosite 100 urn. 

Ce prtcipite est lave 1 tas da1,s 0, 1 2 p ui u 3 fcic rl w 

volumes d'une solution de chlorure de sodium, qui permet d'atteindre la 
,„ concentration finale en chlomre de sodium de 41 g/l dans la so,ut,on de 
precipite collagenique. 
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Le precipite de collagene est debarrasse du sel et partiellement 
deshydrate, en utilisant 10 a 15 volumes d'ac6tone, 1 fois a une 
concentration de 90 %, puis 3 fois a une concentration de 80 %. II est 
ensuite repris dans de I'eau demineralisee apyrogene a une concentration 
5 de 3-6 %. Deux ml de cette solution de collagene oxyde sont repartis dans 

Hnr rnringnnr Hn R ml, pnic lyr>philic£c Aproc rp traitemftnt IftS- fi ft ringilfts 

sont conditionnees dans un double emballage, puis sterilisees par 
gamma-irradiation. 

Preparation d'un tampon de pH neutre d alcalin 
10 On prepare une solution aqueuse de tampon phosphate 10-20 mM, de pH 
7,5-9 qu'on sterilise par filtration sur membrane de porosite 0,22 pm. On 
remplit sterilement des seringues de 5 ml avec 2 ml du tampon ainsi 
prepare. 

Une autre variante est de preparer une solution aqueuse de tampon 
15 carbonate 10-20 mM, de pH 7,5-9, sterilisee par filtration sur membrane 
de porosite 0,22 pm. On remplit de la meme maniere des seringues de 5 
ml avec 2 ml de tampon. 

Une autre variante de sterilisation des tampons est de traiter les seringues 
remplies de tampon, conditionnees dans un double emballage, par 
20 gamma-irradiation, & une dose comprise entre 25 et 35 Kgy. 

Realisation de la mousse adhesive 

On connecte les deux seringues de collagene oxyd6 et de tampon - 
pr§parees comme decrit ci-dessus - par un simple raccord. Les deux 
produits sont homogeneises, en commengant par faire passer le tampon 
25 dans la seringue contenant le collagene oxyde lyophilise, puis en 
transferant le contenu d'une seringue a I'autre, en poussant tour a tour 
leurs pistons, 10 a 20 fois, jusqu'a obtenir une mousse homogdne. 
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Exemple 14 : 

Mousse adhesive constHuee d'une matrice adhesive associan, du 
luagene oxyde et un tampon phosphate neutre a alca.in oontenant du 

VEGF -__ . 

Preparation d'une solution de VEGF 

On prepare une solution de P H neutre, oontenant du VEGF a une 
JLL*. acttve Cans ,e foment de .'hyperplas.e ,nt,ma,e de 
vaisseaux sanguins, r hypertension et de fatherosclerose. so,t entre 1 e, 



Cette solution peut etre preparee extemporanement a parUr de VEGF 

d'obtenir la concentration finale souhaitee de VEGF. 

Suivant les deux methodes de preparation, le VEGF en so,ut,on est 

conditionne a raison de 0,5 ml dans des seringues de 5 ml. 

Zs une autre variante, on prendra, a ,a place du VEGF. son gene ou, 

sera formu.e avec des vecteurs permettant son insertion dans ,e g.norne 

d es oellules cibles, suivant des procedes oonnus de rhomme de l«L 

Cette formulation sterilisee, d'apres les methodes connues des 

specialises du domaine, est conditionnee dans des seringues de 5 ml, a 

raison de 0,5 ml par seringue. 

Realisation de la mousse adhesive collagene oxyde' - VEGF 
La mousse adhesive est preparee comme indique dans exemple 13. 
Cette mousse est ensurte melange a la solution de VEGF ou de son 
gene, jusqu'a obtenir une mousse homogene, avec le VEGF ou son gene 
u n ifnrmpment reparti dans la mousse. _ 



36 



Exemple 15 : 

Mousse adhesive constitute cTune matrice adhesive preparee d partir des 
constituants de la colle defibrine et du collagene natif. 

5 Colles de fibrine , 

Pour cet exemple, on peut reprendre tous les ingredients des colles de 
fibrines du commerce. On peut preparer egalement independamment un 
concentre de proteines coagulables - essentiellement le fibrinogene et la 
fibronectine - contenant egalement le facteur XIII de la coagulation a 

10 partir de plasma humain. Le concentre de proteines coagulables peut etre 
remplace par du fibrinogene humain, pur a plus de 99 %, recombinant ou 
purifie a partir de sources conventionnelles comme le plasma. La 
thrombine, I'agent de reticulation, est conservee en solution ou 
deshydratee par tout moyen connu de T Homme de Tart. Elle est de 

15 preference d'origine humaine recombinante ou extraite & partir de sources 
humaines, connues de r Homme de Tart. On utilise egalement du chlorure 
de calcium et une solution d'inhibiteurs de proteases comme I'aprotinine. 

Preparation de collagene natif 

Le collagene natif est precipite par des sels de phosphate a pH neutre 
20 comme indique par r exemple 1. II est, ensuite, melange au concentre 
liquide de proteines coagulables telles que ci-dessus et & un inhibiteur de 
proteases comme I'aprotinine. Puis, 2 ml du produit resultant est lyophilise 
apres dans des seringues de 5 ml. Typiquement, le lyophilisat contient 20- 
100 mg de collagene, 75-115 mg de proteines coagulables et, 
25 eventuellement, 10-50 U de facteur XIII (1 unite de facteur XIII correspond 
a Tactivite contenue dans 1 ml de plasma frais normal). Cette preparation 

p^t fit£rilis6ft par tout moyen connu de THomme de Tart, de preference par 

gamma-irradiation & la dose de 5-35 Kgy. 

Une autre variante est de melanger un precipite sterile de collagene natif 
30 avec un concentre sterile de proteines coagulables additionn6es 
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d'aprotinine et de lyophiliser I' ensemble, dans des conditions steriles, pour 

obtenir un produit pret a I'emploi. 

Realisation de la mousse fibrine / collagene natif 

On reprend en solution de la thrombine sterile et lyophilisee, dans 2 ml de 
chlorure de calcium sterile, dont la concentration final e est de l 0-40 mM. 
Puis, cette so l ution est aussitot transfer Udiib une bbninyub Ub 0 ml uuur 
6tre melangee rapidement avec la preparation de collagene natif, en 
connectant les deux seringues par un simple raccord. Les deux produits 
sont homogeneises, en commengant par faire passer la solution de 
thrombine dans la seringue contenant le collagene natif, puis en 
transferant le contenu d'une seringue a I'autre, en poussant tout a tour 
leurs pistons, 10 a 20 fois, jusqu'a obtenir une mousse homogene. 
Pour cette mousse, la quantite de thrombine est ajustee pour que le temps 
de formation de fibrine puisse etre suffisamment long pour permettre la 
realisation de la mousse, et son injection et son adhesivite sur les tissus 
cibles. 



Exemple 16 : 

Autre procede de preparation d'une mousse adhesive constituee d'une 
matrice adhesive preparee a partir des constituants de la colle de fibrine et 
du collagene natif. 
Preparation de collagene natif 

Dans une variante de I'exemple 15, on prepare un melange de collagene 
neutralise et de thrombine qu'on lyophilise ensuite. Le collagene est 
precipite et neutralise comme decrit dans I'exemple 1 . On realise ensuite 
le melange de la solution de collagene precipite a 1-3 % a la thrombine, 
pour avo.r une 



pUUI OVWH ■ 

1000 U.l/ml, puis on lyophilise 2 ml de ce melange dans des seringues de 
5 ml. Cette preparation est sterilisee par tout moyen connu de I'Homme de 
I'art, de preference par gamma-irradiation a la dose de 5-35 Kgy. 
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Une autre variante est de melanger un precipite sterile de collagene natif 
avec une solution sterile de thrombine et de lyophiliser I'ensemble, dans 
des conditions steriles, pour obtenir un produit pret a remploi. 

Realisation de la mousse fibrine / collagene natif 
5 On reprend en solution un concentre de proteines coagulables tel que 
decrit dans rexempie id et ae Taprotmin e, dans I ml da Cfllorura fle 
calcium sterile, dont la concentration finale est de 10-40 mM. Puis, cette 
solution est aussitot transferee dans une seringue de 5 ml pour etre 
melangee rapidement avec la preparation de collagene natif, en 
10 connectant les deux seringues par un simple raccord. Les deux produits 
sont homog§neis6s, en commengant par faire passer la solution de 
thrombine dans la seringue contenant le collagene natif, puis en 
transferant le contenu d'une seringue a Fautre, en poussant tour a tour les 
pistons, 10 a 20 fois, jusqu'a obtenir une mousse homogene. 

15 

Exemple 17 : 

Mousse adhesive constitute d'une matrice adhesive preparee a partir des 
constituants de ia colle de fibrine, de collagene natif et de facteurs 
neurotrophiques. 

20 

On reprend indifferemment I'exemple 15 ou I'exemple 16 en ajoutant a la 
solution de collagene natif avant qu'elle soit lyophilisee des facteurs 
neurotrophiques comme la neurotrophine -3 (NT-3 ; concentration finale 
de 5-30 MQ/M). I© brain-derived-NTF (BDNF ; concentration finale 2-15 

25 pg/fJl), le ciliary NTF (CNTF ; concentration finale : 1-10 MQ/mO ou le FGF. 
Cette formulation est utilis6e pour la regeneration de nerfs du systeme 

nftrvftiiy pftriphAriqiifi fit central . 

Une autre variante de cet exemple est d'inclure £ la place des facteurs 
neurotrophiques, d'autres facteurs de croissance permettant la 
30 regeneration nerveuse comme les facteurs secretes par les cellules 
olfactives engainantes ou par les tanycytes. 
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RFVENDICATIONS 



5 



1. Procede pour la preparation d'une mousse adhesive fluide 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical et/ou 
therapeutique. notamment pour la liaison de tissus biologigues entre eux 



ou a un biomateriau implante ou pour la protection de plaies, caracterise 
en ce qu it comprend le fait de melanger extemporanement, de maniere 
homogene un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques 
io avec un materiau biocompatible, bioresorbable et non toxique obtenu par 
melange d'un compose proteique potentiellement adhesif, sous forme 
pulverulente, deshydratee et sterilisee, avec une solution aqueuse sterile. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
is compose proteique est un compose polymerisable/reticulable et en ce que 

Ton amene, dans le melange, un agent de polymerisation/reticulation. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que I'agent 
de polymerisation/reticulation est initialement contenu dans la solution 

20 aqueuse sterile. 

4. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que I'agent 
de polymerisation/reticulation est contenu, a I'etat solide sec, dans le 
materiau proteique pulverulent. 



25 



5. Procede selon I'une des revendications 2 a 4, caracterise en ce 
que les proprietes adhesives sont developpees par un initiateur de 
proprietes adhesives. - 



6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que 
agent initiateur comporte un agent de polymerisation/reticulation. 
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7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que le compost proteique est a base de Tun au moins des composes 
suivants : collagenes, gelatines, albumine, 6lastine et fibrinogene. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le 
compose protciquo oomprond Tun d e s coll a g e n e s suivants : rnllagpnp 
natif, collagene natif chimiquement modifie par methylation, succinylation 
ou autres, collagene natif sans telopeptides, collagene constitue 
majoritairement de chaTnes a dont le poids moleculaire est voisin de 100 
kDa, non hydrolysees, dit collagene chauffe. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 & 8, caracterise en ce 
que le compose proteique est sterilise par irradiation gamma ou beta. 



15 10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 

caracterise en ce que, pour un compose proteique 
polymerisable/reticulable, Tagent de reticulation est choisi parmi des 
polymeres reactifs naturels ou synthetiques de poids moleculaire 
superieur a 1000. 

20 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que Tagent 
de polymerisation/reticulation est choisi parmi les polyaldehydes 
macromoleculaires et les polymeres hydrophiles, capables de reagir avec 
le compose proteique, notamment vis-a-vis de fonctions amines ou 
25 sulfhydriles. 



12. Procede selon la revendication 11, caract6ris6 en ce que le 

pu l yaldehy d e m ac r omo l ecu l air e e st choi3i dans l o group e form 6 parmi les 

derives de polyethylene glycol, les polyoxyethyl6nes, les polymethylenes 
30 glycol, les polytrim§thylenes glycol, les polyvinylpyrolidones. 
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13. Precede selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le compose proteique subit une coupure oxydative. 

14. Precede selon la revendication 13, caracterise en ce que le 
compose proteique est un collagene ayant subi une coupure oxydative par 
traitement par I'acide periodique ou I'un de ses sels. 

15. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que I* agent 
de polymerisation/reticulation est forme d'un tampon a pH legerement 
alcalin pour permettre la reticulation du compose proteique a un pH 
sensiblement neutre. 

16. Precede selon I'une des revendications 1 a 15, caracterise en 
ce que le gaz est introduit lors du melange des constituants destines a 
former le materiau biocompatible, bioresorbable et non toxique. 

17. Precede selon Tune des revendications 1 a 15, caracterise en 
ce que le gaz comporte ou est forme par le gaz present dans le compose 
proteique pulverulent contenu dans un recipient. 

18. Precede selon I'une des revendications 1 a 17, caracterise en 
ce que le gaz est choisi parmi les gaz suivants : air, dioxyde de carbone, 
azote. 

19. Precede selon I'une des revendications 1 a 18, caracterise en 
ce que la mousse comporte une ou plusieurs substances biologiquement 
actives. 

20. Precede selon I'une des revendications 1 a 19, caracterise en 
ce que Ton conditionne le compose proteique potentiellement adhesif sous 
forme pulverulente, deshydratee et sterilisee dans un premier recipient, en 
ce que I'on conditionne la solution aqueuse sterile dans un second 
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recipient et en ce que Ton forme la mousse par transferts par va-et-vient 
du contenu de Tun des recipients dans I'autre jusqu'a I'obtention d'une 
mousse homogene. 

21. Kit pour la mise en oeuvre du proced6 selon Tune des 
rnvRndinatinns 1 a 90 p-ararterise pn c e quMI comporte un premier 
recipient contenant le compose proteique potentiellement adhesif sous 
forme pulverulente, deshydratee et sterilisee, un second recipient 
contenant ia solution aqueuse sterile, des moyens pour melanger le 
contenu des premier et second recipients, et des moyens pour mettre en 
oeuvre un gaz dans ledit melange et obtenir la mousse. 

22. Kit selon la revendication 21, caracterise en ce que lesdits 
recipients sont des seringues. 

23. Kit selon la revendication 22, caracterise en ce que lesdits 
moyens de communication permettent de faire passer plusieurs fois le 
melange d'une seringue a I'autre pour assurer la formation de la mousse a 
partir du gaz compris dans la seringue contenant le compose proteique 
pulverulent. 

24. Kit selon Tune des revendications 21 a 23, caracterise en ce 
que le recipient contenant le compose proteique est irradi6 pour sa 
sterilisation. 

25. Kit selon Tune des revendications 21 a 24, caracterise en ce 
qu'un agent de polymerisation/reticulation, sous forme s§che, est melang6 
flvec le compose proteique pul verulent dans le premier recipient. 



